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(57) Abstract: The invention relates to the complexation of RNA with optionally modified polyethylenimmes for extracellular and 
intracellulars vitro and in vivo stabilization thereof and for cellular introduction of the complexed RNA in cells. The invention 
also relates to chemically modified or non-modified, natural or synthetic ribozymes complexes and polyethylenimine (PEI) having 
any chain length, molar mass and degree of branching, which is chemically modified or non-chemically modified. The invention 
1^ further relates to the production of complexes and to the use thereof in the protection of RNA against enzymatic and non-enzymatic 
degradation and their reception in vitro or in vivo in cells. The biological activity of the ribozymes remains intact 

^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Komplexierung von RNS mit gegebenenfalls modifizierten Polyethyleniminen 
zu deren Stabilisierung in vitro und in vivo, extrazellular oder intrazellular, sowie zur zellularen Einbringung der komplexierten 

^ RNS in Zellen. Die Erfindung betrifft weiterhin Komplexe a us Ribozymen, chemisch modifiziert oder nicht modifiziert, natihiich 
oder synthetisch, und Polyethylenimin (PEI) mit beliebiger Kettenlange, Molmasse und Verzweigungsgrad, chemisch modifiziert 
°^ er nicht modifiziert. Die Erfindung umfasst schliesslich Verfahren zur Hers tell ung der Komplexe und deren Verwendung zum 

J^. Schutz von RNS gegen enzymatischen und nicht-enzymatischen Abbau und deren Aufnahme in Zellen m vitro oder in vivo. Bei der 

^ Verwendung von Ribozymen bleibt hierbei die biologische AJctivitat vollstandig. 
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Komplexierung von RNS, insbesondere von Ribozymen, mit Polyethyleniminen zur 
deren Stabilisierung und zelluiaren Einschleusung 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft die extra- und intrazellulare Stabilisierung von modifizierten 
oder nicht-modifizierten RNS-Molekulen, insbesondere von Ribozymen, gegen 
enzymatischen und nicht-enzymatischen Abbau durch Komplexierung mit auf 
Polyethylenimin (PEI) basierenden Makromolekulen sowie die Einschleusung dieser 
10 Komplexe in Zellen unter nachfolgender Freisetzung biologisch aktiver RNS- 
Molekule. 

Aus WO-A-96/02655 sind Komplexe von Desoxyribonukleinsauren (DNS) mit 
Polyethyleniminen mit einem durchschnittiichen Molekulargewicht von 50 kDa bzw. 
15 800 kDa und deren Verwendung in der Gentherapie beschrieben. 

In WO-A-98/59064 werden Komplexe von DNS mit modifizierten Polyethyleniminen 
mit einem mittleren Molekulargewicht von 800 kDa und deren Verwendung fur den 
Gentransfer in Saugerzellen beschrieben. 

20 

In M.A.Reynolds (Exogenous Delivery of Ribozymes, in: Scanlon, K.J. und Kashani- 
Sabet, M. (eds.) Ribozymes in the Gene Therapy of Cancer, pp. 41-60. R.G. Landes 
Company, 1998) wird auf die nicht publizierte Beobachtung hingewiesen, dass unter 
Verwendung nicht naher beschriebener Fluoreszenzfarbstoff-markierter Ribozyme in 
25 der Zellkultur mit einem nicht naher beschriebenen PEI eine mehr als 70%ige 
nukleare Fluoreszenzmarkierung von Zellen erzielt werden konnte. 

Ribonukleinsaure uben in der Zelle vielfaltige Funktionen aus und werden 
entsprechend u.a. als messenger RNS (mRNS), transfer RNS (tRNS), ribosomale 
30 RNS (rRNS) bezeichnet . 

Von besonderer biomedizinischer Bedeutung sind bestimmte spezialisierte RNS- 
Molekule, die sogenannten Ribozyme. Ribozyme sind katalytisch aktive, kleine RNS- 
Molekule, die in der Lage sind, andere, fur essentielle Zellfunktionen bedeutsame 
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RNS-Moiekule sequenzspezifisch zu spaltea Es kommt damit zur Herunterregulation 
der Expression des jeweiligen Gens, d.h. zur Hemmung spezifischer Genfunktionen. 
Entsprechend ihrer Struktur, Funktion, Aktivitit und Grosse lassen sich verschiedene 
Ribozyme bzw. Ribozymklassen unterscheiden (vglTab.1). Evtl. assoziierte 
5 Proteinkomponenten dienen dabei der Stabilisierung und Effizienzerhohung und sind 
nicht der eigentliche TrSger der katalytischen Aktivitat. 



Ribozyme ; 1 - & 


... 

> < 


Funktion v • 

* i 




Hammerhead-Motiv 


Ribonuklease (5'OH) 


Replikation 


« 35 Nukleotide 


Hairpin-Motiv 


Ribonuklease (5'OH) 


Replikation 


« 60 Nukleotide 


HDV Ribozym 


Ribonuklease (5'OH) 


Replikation 


w 80 Nukleotide 


RNase P 


Ribonuklease (5'P) 


pre-tRNA 
Spaltung 


> 275 Nukleotide 


Intron Gruppe 1 


Umesterung 


Spleiften 


> 200 Nukleotide 


Intron Gruppe 2 


Umesterung 


Spleifien 


> 600 Nukleotide 



10 Tab. 1: Zusammenfassung der verschiedenen Ribozyme mit ihrer Aktivitat, Funktion 
und Grofie. 

Ribonuklease (5'OH) steht fur eine Ribonukleaseaktivitat, die ein 5' -OH und einen 
2'-3'-zyklischen Phosphatrest erzeugt, Ribonuklease (5'P) steht fur eine Reaktion, 
bet der ein 5'-Phosphat und ein 3'-OH-Ende entsteht. 

15 

Die Hammerhead-Ribozyme gehoren zu den kleinsten und am besten erforschten 
katalytischen RNS-Molekulen und sind in der Lage, andere RNS-Molekule 
sequenzspezifisch zu spalten. Das am haufigsten benutzte Hammerhead-Ribozym 
ist von dem Original-Ribozym nach Haseloff-Gerlach abgeleitet (Nature 334, 585-59 



II 
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(1988)), das modifiziert und auf ein 22 Nukleotide umfassendes katalytisches 
Zentrum reduziert wurde. Diese Kernsequenz, dessen dreidimensionale und 
katalytisch aktive Struktur durch Watson-Crick-Basenpaarung entsteht, wird von zwei 
Armen flankiert, die ebenfalls aufgrund einer Watson-Crick-Basenpaarung spezifisch 
5 an den komplementaren Sequenzabschnitt der Ziel-RNS hybridisieren und somit den 
katalytisch aktiven Bereich des Ribozyms in hinreichende raumliche Nahe zu der 
Spaltstelle der Ziel-RNS bringen. Durch spezifische Spaltung mit anschlieftendem 
zellulSren Abbau von RNS-Molekulen bestimmter Gene konnen Ribozyme so u.a. 
zur diagnostischen und therapeutischen Hemmung spezifischer Genfunktionen 
10 genutzt werden. 

Die grofcten Hindernisse, die bislang fur den Einsatz von Ribozymen uberwunden 
werden mussen, sind die sehr hohe Anfalligkeit der Molekuie gegenuber dem 
15 enzymatischen Abbau durch ubiquitar prasente intra- und extrazellulare RNS- 

abbauende Enzyme (Ribonukleasen, RNasen) sowie die schlechte Penetration der 
Ribozyme in Zellen. 

Wahrend intrazellular produzierte, naturliche RNS-Molekule (z.B. mRNS und tRNS) 
20 in der intakten Zelle durch strukturspezifische Eigenschaften und zellulare 

Modifikationen unter bestimmten Bedingungen zumindest uber eine begrenzte 
Stabilitat verfugen, lassen sich synthetische RNS-Molekule wie Ribozyme nur durch 
chemische Modifikationen gegen diesen schnellen Abbau schutzen. Diese 
chemischen Modifikationen sind jedoch mit wesentlichen Nachteilen behaftet: 

25 

Funktionseinschrankung bis hin zum vollstandigen Verlust der Aktivitat des 
Ribozyms 

Entstehung von modifizierten Ribozymen mit ungunstigen, insbesondere 
zelltoxischen Eigenschaften 
30 - Sehr hoher Aufwand zur Entwicklung dieser chemischen Modifikationen 
und deren chemischer Umsetzung 

Trotzdem sind aufgrund der potentiell uberragenden therapeutischen Bedeutung von 
Ribozymen zahlreiche Anstrengungen zur Stabilisierung durch chemische 
35 Modifikationen unternommeh worden (z.B. Heidenreich et al., J. Biol. Chem. 269, 
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2131-2138 (1994); Pieken etal, Science 253, 314-317 (1991)). Allerdings gilt auch 
hier, dass diese Modifikationen erstens meist zur Inaktivierung des Ribozyms fuhren, 
und zweitens eine sehr aufwendige und teure Synthese erfordern. 

5 Zusammenfassend kann man sagen, dass ein effektives Verfahren, welches 

RNS-Molekule vor Degradation schutzt, jedoch 

die Struktur der Molekule moglichst wenig verandert, sowie 

deren Funktion moglichst nicht beeinflusst, 

10 

von groftem grundlagen- und anwendungsorientiertem wissenschaftlichem und 
wirtschaftlichem Interesse ist. 

In der vorliegenden Erfindung wird beschrieben, dass RNS-Molekule, insbesondere 
15 Ribozyme, durch Komplexierung mit auf Polyethylenimin (PEI) basierenden 
Makromolekulen extra- und intrazellular vor enzymatischem und nicht- 
enzymatischem Abbau geschutzt werden konnen. Sogar Ribozyme, die sonst einer 
besonders raschen Degradation unterliegen, werden dabei vollstandig vor Abbau 
geschutzt, ohne dass ein Aktivitatsverlust eintritt. Die PEI-Ribozym-Kompiexe sind 
20 selbst in biologischen, serumhaltigen Medien stabil. Weiterhin entsteht ein Komplex 
mit geringer Toxizitat, der in der Lage ist, Ribozyme sehr effizient in funktionell 
aktiver Form in lebende Zellen einzuschleusen und somit zellulare Prozesse in der 
gewunschten Form zu manipulieren. Uber Ribozyme hinausgehend gestattet die 
Komplexierung von RNS schlielilich eine viel weitergehende, vielfaltige Verwendung 
25 zur Stabilisierung verschiedenster RNS-Molekule. 

So ist die Methode zusammenfassend dargestellt geeignet 

• zur Stabilisierung von RNS-Molekulen, insbesondere Ribozymen, vor 
30 enzymatischem Oder nicht-enzymatischem Abbau in vitro und in vivo, 

extrazellular Oder intrazellular. 

• zur Stabilisierung bei der Lagerung von RNS-Molekulen, insbesondere 
Ribozymen. 
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• zur Stabilisierung beim Transport von RNS-Moiekulen, insbesondere 
Ribozymen. 

• zur Stabilisierung von RNS-Molekulen, insbesondere von Ribozymen, bei 
deren Einsatz in Laborexperimenten 

5 • als Vektor fur RNS-Molekule, insbesondere fur Ribozyme in 
Gentransferanwendungen in vivo (Gentherapie) 

• ais Vektor fur RNS-Molekule, insbesondere fur Ribozyme, zur Anwendung in 
Zellkultur-Experimenten 

10 Die Erfindung betrifft daher Komplexe aus RNS, insbesondere Ribozymen, und 
Polyethylenimin (PEI), in welchen das PEI ein Molekulargewicht von 700 bis 
1.000.000 Dalton (Da), vorzugsweise 1.400 bis 25.000 Da, insbesondere 1.600 bis 
15.000 Da aufweist. Bevorzugt sind erfindungsgemafte Komplexe, in welchen das 
molare Verhaltnis der Stickstoffatome im PEI zu den Phosphoratomen in der RNS 

15 (N/P-Wert) 1 bis 100, vorzugsweise 2 bis 40, insbesondere 3 bis 10 betragt. 

In den erfindungsgemaflen Komplexen kann PEI durch zellulare Liganden modifiziert 
sein. Diese Modifikation kann vor Oder nach der Komplexierung der RNS erfolgen. 
Ebenso kann eine Modifikation durch hydrophilen Polymere wie z.B. 

20 Polyethylenglykol (PEG) mit einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol, 
vorzugsweise von 1 .000 bis 100.000 g/mol und insbesondere von 5.000 bis 50.000 
g/mol erfolgen. Dabei kann ein PEI durch ein oder mehrere hydrophile Polymere 
Oder ein hydrophiles Polymere durch ein oder mehrere PEIs modifiziert sein. Solche 
modifizierten PEIs und Verfahren zu ihrer Herstellung sind beschrieben in der 

25 internationalen Anmeldung PCT/EP00/06214; durch Bezugnahme darauf wird ihr 
Inhalt zum Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung. 



Die zu schutzende RNS kann jede beliebige RNS, insbesondere eine messenger- 
RNS (mRNS), eine ribosomale RNS (rRNS), eine transfer-RNS (tRNS), eine Kern- 
30 RNS (nukleare RNS), ein RNS-Ribozym, eine in vitro transkribierte RNS oder eine 
chemisch synthetisierte RNS sein, wobei alle genannten RNS-Molekule chemisch 
modifiziert sein konnen. Dabei kann die RNS 10 bis 10.000 Nukleotide, vorzugsweise 
15 bis 1.500 Nukleotide, insbesondere 20 bis 1.000 Nukleotide aufweisen. Im Falle 
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von Ribozymen sind Kettenlangen von 20 - 600 Nukieotiden, insbesondere von 35 - 
80 Nukieotiden, bevorzugt. 

Bevorzugt sind Komplexe, in welchen die RNS ein Ribozym, insbesondere ein 
5 Hammerhead- Oder ein Hairpin-Ribozym, ist Oder bei der es sich urn RNS-Aptamere 
Oder Antisense-Sequenzen handelt. Bevorzugt sind ferner Komplexe, in welchen die 
RNS ganz oder zum Teil fur ein therapeutisch wirksames Peptid Oder Protein Oder 
aberfur ein zellulares Selbstmordgen kodiert. 

10 Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines 

erfindungsgemafien Komplexes, bei welchem die RNS mit dem.gegebenenfalls 
durch zeliulare Liganden oder durch weitere Polymere modifiziertem PEI durch 
Mischen der verdunnten Losungen komplexiert wird. 

15 Die Herstellung der erfindungsgemaften Komplexe wird technisch wie folgt 
durchgefuhrt: 

Fur die Komplexierung von RNS, insbesondere von Ribozymen, mit PEI wird eine 
wassrige Losung der RNS hergestellt. Die RNS kann chemisch modifiziert oder nicht 
20 modifiziert sein. ErfindungsgemSfJe Verfahren sind bevorzugt, bei welchen die RNS- 
Konzentration vorzugsweise 0,1-100 pg/ml, insbesondere 10-40 pg/ml betragt. 

Als Komplexierungsreagenzien sind kaufliche Praparate modifizierten oder nicht 
modifizierten PEIs geeignet, sowie nicht kaufliche modizifizierte oder nicht 
25 modifizierte PEIs wie z.B. LMW-PEI (Fischer et al. Pharm. Res. 16, 1273-9 (1999)). 
Zur Herstellung der jeweiligen Stammlosung wird das betreffende PEI in 
bidestilliertem Wasser gelost und der pH-Wert mit etwa 100 mM HCI-Losung auf 
einen neutralen pH-Wert vorzugsweise zwischen 7 und 8, besonders bevorzugt auf 
pH 7,4, eingestellt. 

30 

Unmittelbar vor der Durchfuhrung der Komplexierungsreaktion wird die PEI- 
Stammlosung (bezuglich der eingesetzten Menge siehe untenstehende Tab. 2 u. 3) 
mit einer wassrigen etwa 150 mM neutralen NaCI-Losung, pH 7 bis 8, vorzugsweise 
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7,4, auf das gewunschte Volumen eingestellt und einige Zeit, vorzugsweise 
mindestens 10 min bei RT inkubiert. 

Die RNS (bezuglich der eingesetzten Menge siehe beispielsweise untenstehende 
5 Tab. 2 u. 3) wird mit einer wassrigen etwa 150 mM NaCI-Losung, pH 7 bis 8, 
vorzugsweise 7,4, auf das gewunschte Volumen, besonders bevorzugt das etwa 
gleiche Volumen wie das der PEI-Ldsung, gebracht und einige Zeit, vorzugsweise 
mindestens 10 min bei RT inkubiert. 

10 Anschliefcend werden die PEI- und die RNS-Losungen (Mischverhaltnisse siehe 
beispielsweise untenstehende Tab. 2 u. 3) gemischt und einige Zeit, vorzugsweise 
mindestens 10 min bei RT inkubiert. Die Mischung kann dabei einmal Oder mehrmals 
geschuttelt oder gevortext werden. 

15 Die Komplexzusammensetzung und die Nettoladung werden auf der Basis von RNS- 
Phosphorzu PEI-Stickstoff berechnet und als Stickstoff-Phosphor-Verhaltnis (N/P- 
Verhaltnis, s.o.) nach Boussif et. al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 92, 7297-7301 (1995)) 
bzw. Phosphor-Stickstoff-Verhaltnis angegeben. 

20 Als Berechnungsgrundlage dient folgende Forme!: 



25 Die Ansatzverhaltnisse eines Standardansatzes mit 2 pg RNS und den 

entsprechenden Mengen PEl werden in den folgenden Tabellen am Beispiet von 
zwei PEI-Praparaten zusammengefasst (siehe aber auch weitergehende 
Ausfuhrungen unten): 



1 pg RNS 

1 pi PEI-Lsg. = 



3 nmol Phosphor 
10 nmol Stickstoff 



sowie 



30 
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Ansatzverhaltnisse 


Atefumen 


- 


iRNS/HMW-REI; 
(Aquivalente) 


HMWrfBEIfStammiosung 


; 

;i : Jiiv*f. : rip , if '-.Ll-li. .4 r. '■ -f 

>n M W^REliaDSOlufefpdji^S 








1 + 1 


6 (1:10 verdunnt) 


0,27 


1 + 6,67 


4 


2,7 


1 + 10 


6 


1.8 


1 + 13,33 


8 


3,6 


1 +20 


12 


5,4 


Tab. 2: Obersicht uber verwendbare HMW-PEI-Ansatzverhaltnisse. 


Ansatzverhalnisse ; 


Vol u men 


LMW-PEI absolut [ug] 


> \< . • < * ' 
RNS/LMW-PEI 

(Aquivalente)- ; • 


LMW-PEI-Stammlosung 
0,9mg/ml [pi] 


• 


1 +1 


6 (1:10 verdunnt) 


0,54 


1 + 2 


12 (1:10 verdunnt) 


1,08 


1 + 13,33 


8 


7,2 


1 +20 


12 


10,8 


1 + 26,67 


16 


14,4 


1 +40 


24 


21,6 


1 + 66,66 


40 


36 


1+ 100 


60 


54 



5 

Tab. 3: Obersicht uber verwendbare LMW-PEI-AnsatzverhMnisse. 



Nach erfolgter Inkubation sind die Komplexe gebrauchsfertig verwendbar bzw. 
10 konnen in weitere chemische Modifikationen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft die dargestellten Verfahren zum Schutz von RNS, insbesondere 
von Ribozymen, gegen enzymatischen und nicht-enzymatischen Abbau, bei 
welchen die RNS-Molekule im Komplex mit modifiziertem Oder nicht-modifiziertem 
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PEI stabilisiert werden, sowie Verfahren bei welchen RNS-Ribozyme vor dem Abbau 
durch Nukleasen geschutzt werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Verfahren zur Einschleusung von RNS, 
5 insbesondere Ribozyme, in Zellen, vorzugsweise in eukaryontische Zeilen, und 
deren intrazellulare Freisetzung in biologisch aktiver Form. 

Die Erfindung betrifft ferner Zusammensetzungen, weiche eine wirksame Menge 
mindestens eines erfindungsgemaften RNS-PEI-Komplexes enthalt, wobei die RNS 
10 in jeder fur Zellen oder fur den jeweiligen Organismus subtoxischen oder zumindest 
bei mehrstundiger Behandlung noch nicht dauerhaft zellschadigender Konzentration 
vorliegen kann. 

Die Erfindung betrifft aufierdem pharmazeutische Zusammensetzungen enthaltend 
15 eine wirksame Menge mindestens eines erfindungsgemafcen RNS-PEI-Komplexes 
und einen oder mehrere physiologisch unbedenkliche Trager. 

Das RNS/PEI-Verhaltnis lasst sich uber das molare Verhaltnis der Stickstoffatome im 
PEI zu den Phosphoratomen in der RNS angeben (N/P-Wert). Der N/P-Wert darf fur 
20 eine vollstandige Komplexierung der RNS nicht zu niedrig sein. 

Vor allem nach oben kann der N/P-Wert der Komplexe aber uber einen breiten 
Bereich schwanken, er kann im Bereich von etwa 1 bis etwa 100 gelegen sein. 
Bevorzugt betragt das Verhaltnis etwa 2 bis etwa 40, besonders bevorzugt betragt 
25 das Verhaltnis 3 bis 10. 

Fur den speziellen Anwendungsfali, z.B. fur den jeweiligen RNS-Typ, insbesondere 
fur Ribozyme, fur PEI bestimmter Molmassen oder fur den jeweiligen Zelltyp, konnen 
optimale N/P-Werte durch Vorversuche ermittelt werden. Bei schrittweiser Erhohung 
30 des Verhaltnisses unter ansonsten identischen Bedingungen sind dabei der Umfang 
des Schutzes der RNS, insbesondere des Ribozyms, die Effizienz des RNS-, 
insbesondere des Ribozym-Transfers, die intrazellulare Aktivitat des Ribozyms und 
das Ausschliefcen toxischer Wirkungen des Komplexes oder einzelner Bestandteile 
die wichtigsten Parameter, evtl. auch Materialersparnis oder Zeitkinetiken . 
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Das hier fur die Komplexierung verwendete PEI weist Molekulargewichte zwischen 
700 und 1.000.000 Da auf. Uber den gesamten Molekulargewichtsbereich sowie 
unabhangig vom Verzweigungsgrad sind alle PEt-Moiekule, modifiziert Oder nicht 
modifiziert, zum Schutz von RIMS-Molekulen, insbesondere von Ribozymen, 
geeignet, weisen aber Unterschiede bezuglich der zellularen Aufnahme der 
Komplexe auf. Gro&e PEI-Molekule zeigen bereits bei niedrigen N/P-Verhaltnissen 
eine optimale Effizienz bei der zellularen Aufnahme, sind aber toxischer als kleine 
PEI-Molekule. Letztere erfordern bei gleicher RNS-Menge, insbesondere Ribozym- 
Menge, zur Komplexierung ein hdheres N/P-Verhaltnis, ohne dabei vergleichbar 
toxisch zu sein. Welches PEI-Molekul im einzelnen verwendet wird, kann in 
Vorversuchen ermittelt werden. 



15 



Sie lassen sich beispielsweise durch die Strukturformel I beschreiben, 
H 1 — N CH 2 CH 2 — i H (I) 



L R 



20 



25 



30 



worin R ein Rest der Formel II ist, 



H 



N- 



L R' 



-CH 9 



-CH, 



(") 



in welchem R' Wasserstoff bedeutet. p ist eine positive ganze Zahl, q ist 0 oder eine 
positive ganze Zahl und (p+ q) ist 15 - 25.000, vorzugsweise 30 - 600, insbesondere 
35 - 400. Daruber hinaus kann II auch verzweigt sein. Dann ist R' ein Rest eines 
PEI, der analog wie Formel II aufgebaut ist. 

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind PEI-Moiekule im 
Molekulargewichtsbereich zwischen 1.400 und 25.000. 
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Hierzu ist LMW-PEI (Jow molecular weight PEl") geeignet, das aus Aziridin 
(Ethylenimin-Monomer) durch ringoffnende Polymerisation in wassriger Losung unter 
Saurekatalyse hergestellt wird. Die Synthese wird in Fischer et al., Pharm. Res. 16 , 
1273-9 (1999) beschrieben. 

5 

Daneben konnen kommerziell erhaltliche PEI-Praparationen mit unterschiedlichen 
Molekulargewichten eingesetzt werden. Beispiele sind PEl 700 Da, PEl 2000 Da und 
PEl 25000 Da (Aldrich), sowie, von der Firma BASF unter dem Markennamen 
Lupasol® angeboten, 800 Da (Lupasol® FG), 1300 Da (Lupasol® G 20 wasserfrei), 
10 1300 Da (Lupasol® G 20), 2000 Da (Lupasol® G 35) und 25000 Da (Lupasol® WF). 

Das PEl kann durch einen zellularen Liganden, im folgenden mit „Q" bezeichnet, 
modifiziert sein. Unter einem zellularen Liganden versteht man eine Gruppe, die eine 
speziflsche oder unspezifische biologische Funktion ausubt, insbesondere einen 
1 5 Bindungspartner darstellt fur Wechselwirkungen mit Rezeptoren oder anderen 
zellularen Proteinen. Die Modifikation mit einem Liganden dient insbesondere der 
Zielzell-spezifischen Aufnahme eines RNS-PEl-Q-Komplexes in hdhere 
eukaryontische Zellen und deren Zellkern, wobei die RNS vorzugsweise ein Ribozym 
(Gentargeting) ist. 

20 

Q kann somit auch ein Ligand fur eine spezifische Wechselwirkung und fur die 
bevorzugte Aufnahme der RNS-PEI-Q-Komplexe in Zielzellen, -gewebe oder- 
organe sein. Beispiele fur Q sind Proteine, insbesondere 

25 • Antikorper oder Antikorperfragmente wie Fab, F(ab 2 ), scFv, oder 

• Cyto- oder Lymphokine, wie Interleukine (IL-2 bis X), Interferon GM-CSF, oder 

• Wachstumsfaktoren, wie EGF, PDGF, FGF, EPO, oder 

• Integrine wie ICAM, VCAM, oder 

• Glykoproteine wie Lektine oder glykosylierte Proteine (s.o.), oder 
30 • Lipoproteine wie LDL, HDL, oder 

• Transporterproteine wie Transferrin, oder 

• Peptide wie LH-RH, Calcitonin, Oxytocin, Insulin, Somatostatin, IGF, RGD, oder 

• Kohlenhydrate wie Galactose, Mannose, Glucose, Lactose, oder 
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• Hormone wie Steroide, THR, oder 

• Vitamine wie Vitamin B12, Folsaure. 

Fur bestimmte in vivo Anwendungen ist es im Hinblick auf eine hohe 
5 Gentransfereffizienz erforderlich, dass die erfindungsgemaften Komplexe in hoher 
Konzentration vorliegen. Die erfindungsgemafcen Komplexe weisen den Vorteil auf, 
dass sie aus verdunnten Losungen beispielsweise uber physikalische Methoden wie 
Ultrazentrifugation, Ultrafiltration oder Druckdialyse auf die erforderliche hohe 
Konzentration gebracht werden konnen, ohne dass eine nennenswerte 
1 0 Aggregatbildung oder sonstige Veranderung der Komplexe, die die 
Gentransfereffizienz beeintrachtigen wurde, auftritt. 

Insbesondere liegt die Zusammensetzung in Form einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung vor. In dieser Ausgestaitung dient die Zusammensetzung nicht 

15 nur zum Schutz von RNS, sondern auch zum Transfer der RNS in Zellen, 

insbesondere eukaryontischen Zellen, besonders bevorzugt Saugetierzellen, in vivo 
oder in vitro. Sie enthalt als aktiven Bestandteil einen Komplex, der eine 
therapeutisch wirksame RNS, insbesondere ein Ribozym Oder mehrere Ribozyme, 
enthalt. Mit Hilfe der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung 

20 kann, bei lokaler Anwendung, eine hohe Konzentration an therapeutisch wirksamer 
RNS in den Zielzellen bzw. bei in wVo-Experimenten im Zielgewebe erzielt werden. 
Bei der systemischen Anwendung hat die Zusammensetzung den Vorteil, dass die 
Komplexe wegen der Verhinderung der Opsonierung weder unspezifischer Bindung 
noch Immunsystem-induziertem Abbau unterliegen. 

25 

Durch Verhinderung bzw, Verringerung von unspezifischen Bindungen bei 
gleichzeitigem Einfuhren von (zelltypspezifischen) zellbindenden Liganden in die 
Komplexe kann ein spezifisches Targeting zu bestimmten Zellen, Organen oder 
Geweben und damit eine zielgerichtete Genexpression (z.B. in Tumorgewebe) oder 
30 andere Wirkung nach systemischer Verabreichung erzielt werden. 



In Geweben mit erhohter GefafJpermeabilitat bzw. mit GefaGschadigungen konnen 
die erfindungsgemaGen RNS-PEI-Komplexe aus der Blutbahn in die umliegenden 
Gewebe austreten und dort akkumulieren. Bereiche, wo ein solches passives 
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Targeting" verstarkt auftritt, sind z.B. gut durchblutete Tumore sowie 
Entzundungsbereiche. In manchen dieser Falle wird dann bereits eine hinreichend 
hohe Zielselektivitat erreicht werden, so dass die Verknupfung von PE! mit 
zielzellspezifischen Liganden unterbleiben kann. 

5 

Die pharmazeutische Zusammensetzung kann u.a. vorteilhaft fur die Therapie von 
Turnorerkrankungen verwendet werden, urn intratumoral Oder systemisch RNS, 
insbesondere Ribozyme, zu verabreichen. 

1 0 Eine weitere Anwendung, bei der die Vorteile der erfindungsgemafien 

Zusammensetzung zum Tragen kommen, ist die sog. genetische Tumorvakzinierung. 
Die dabei benutzten Komplexe enthalten RNS, kodierend fur ein Oder mehrere 
Tumorantigene oder Fragmente davon. 

15 Die erfindungsgema&e pharmazeutische Zusammensetzung des Komplexes liegt 
bevorzugt als Lyophilisat vor, gegebenenfalls unter Zusatz von Zucker wie 
Saccharose oder Dextrose in einer Menge, die in der gebrauchsfertigen Losung eine 
physiologische Konzentration ergibt. Die erfindungsgemafie Zusammensetzung kann 
auch tiefgefroren (kryokonserviert) oder als gekuhlte Losung vorliegen und weitere 

20 Zusatze enthalten. 

Die erfindungsgemaften Zusammensetzungen konnen gegebenenfalls in Form eines 
Kits vorliegen, wobei die Einzelkomponenten RNS, insbesondere Ribozyme, 
einerseits und PEI, an das gegebenenfalls ein Ligand gekoppelt ist, andererseits in 
25 getrennten Behaltern vorliegen. 

Die folgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne dass diese 
darauf beschrankt ware. 



30 
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BeispieK 1: 

Schutz von nicht-modifizierten, chemisch synthetisierten RNS- 
Oligonukleotiden (37 Nukleotide) vor enzymatischem Abbau durch 
Komplexierung mit PEL 



Die in der Literatur bisher nicht beschriebene Komplexierung zwischen 
Hammerhead-Ribozymen und PEI wurde in Bezug auf die Stabilitat des Ribozyms 
gegenuber der Degradation durch Serumnukleasen untersucht. Eine so erzielte 
10 Verlangerung der Halbwertzeit in Anwesenheit von Serum wurde eine systemische 
Applikation unmodifizierter Ribozyme ermoglichen, die ihren chemisch modifizierten 
Analoga in Bezug auf katalytische Aktivitat und Herstellungskosten uberlegen sind. 

Fur die Versuche wurden zwei Polyethylenimin-Ldsungen mit unterschiedlichem 
15 Molekulargewicht verwendet. HMW-PEI wurde als 50%ige wassrige Losung von der 
Firma Fluka (Neu-Ulm) mit einem Molekulargewicht von 600-1000 kDa 
(Herstellerangabe, viskosimetrisch bestimmt) bezogen. Zur Herstellung der 
Stammlosung wurden 9,0 mg HMW-PEI in 8 ml bidestilliertem Wasser gelost, der 
pH-Wert mit 0,1 N HCI-L6sung auf 7,4 eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf 
20 10,0mi aufgefullt. 



LMW-PEI wurde aus Aziridin (Ethylenimin-Monomer) durch ring-offnende 
Polymerisation in wassriger Losung unter Saurekatalyse hergestellt. Das 
Molekulargewicht von <10 kDa wurde mittels Laserstreulichtmessung von der Fa. 
25 Wellensieck (Minden) bestimmt (Fischer et al., Pharm. Res. 16, 1273-9 (1999)). Zur 
Herstellung der Stammlosung wurden 9,0 mg LMW-PEI in 8 ml bidestilliertem 

Wasser geldst, der pH-Wert mit 0,1 N HCI-L6sung auf 7,4 eingestellt und mit i 
bidestilliertem Wasser auf 10,0 ml aufgefullt. 

30 Bei dem RNS-Oligonukleotid handelt es sich um ein Hammerhead-Ribozym mit einer 

Lange von 37 Basen, das mit einer 5'-0-DMT-ON-2'-Ofpmp-Schutzgruppe versehen i 
war (Fa. MWG- Biotech GmbH, Ebersberg). Fur die Stabilitatsuntersuchungen wurde 
die Schutzgruppe mittels eines mitgelieferten Schutzgruppenentfernungs-Kits (Fa. 
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Cruachem, Glasgow) durch saure Hydrolyse abgespalten und die entschutzte RNS 
mittels Ethanolfallung gewonnen. 

Die Komplexierung der Oligonukleotide mit PEI wurde nach der oben dargestellten 
5 Anleitung durchgefuhrt. 

Es wurden fur HMW-PEI funf, fur LMW-PEi sieben verschiedene Oligonuk!eotid-PEI- 
Verhaltnisse gewahlt. Die Auswahl erfolgte in Anlehnung an 
Komplexierungsversuche zwischen HMW- und LMW-PEI und dem cMV-nlacZ- 
10 Plasmid (Fischer, Nichtvirale Vektoren zur Gentherapie: Kationische Polymere ais 
Vektorsyteme fur den Transfer von DNA. Cuvillier Verlag, Gottingen, 1 . Auflage 
(1998)). 

Die Ansatzverhaltnisse eines Standardansatzes mit 2 pg Oligo und den damit 
15 umgesetzten Mengen PEI werden in den folgenden Tabellen zusammengefasst: 



Ansatzverhaltnisse 
RNS/HMW-PE1 ' ' - ■ . ' l\ 


Vqlumen 

' : ' ■" • , " . 
HMW-PEI-Stammlosung 


;HMW.-f 


'El abso 


lut [^g] 


(N/P-Ratio) 


0,9mg/ml [jjI] 




" : " ■ . 

•v .. - 


\ I 

. , v ' , 


1 + 1 


6 (1:10 verdunnt) 


0,27 


1 + 6,67 


4 


2,7 


1 + 10 


6 


1,8 


1 + 13,33 


8 


3,6 


1 +20 


12 


5,4 



Tab. 4: Obersicht uber die verwendeten HMW-PEI-Ansatzverhaltnisse. 
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- * 


fe 

. 
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1 + 1 


6 (1:10 verdunnt) 


0,54 


1 +2 


12 (1:10 verdunnt) 


1,08 


1 + 13,33 


8 


7,2 


1 +20 


12 


10,8 


1 + 26,67 


16 


14,4 


1 +40 


24 


21,6 


1 + 66,66 


40 


36 



Tab. 5: Obersicht uber die verwendeten LMW-PEI-AnsatzverhMnisse. 



5 Inkubation von Ribozym-PEI-Komplexen mit fotalem Kaiberserum (FKS) 

Zur ersten Orientierung, ob PEI Ribozyme gegen den Abbau durch Serumnukleasen 
schutzt, wurden die Komplexe HMW-PEI 1+13,3 und LMW-PEI 1+ 66,6 gewahit und 
uber 5 und 15 min bei 37°C in 100 % FKS inkubiert Die Auswahi dieser beiden 

0 Komplexe erfolgte aufgrund der beschriebenen hohen Transfektionsraten von 

Plasmid-Komplexen im Vergleich zu den anderen HMW- und LMW-PEI-Komplexen ) 
(Fischer et aL, Pharm. Res.16, 1273-9 (1999 )). Nach erfolgter Inkubation wurden die 
Serumproteine mittels Hitzeinaktivierung denaturiert, indem die Ansatzefur 30 min in 
einem Wasserbad bei 70°C inkubiert wurden. Durch Zusatz von 8 \j\ 10%iger SDS- 

5 Losung wurden noch aktive Enzyme zerstort und gleichzeitig die Ribozyme aus den 
Komplexen mit PEI freigesetzt. Die Mischung wurden anschlieftend 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, und intakte RNS-Banden wurden mittels eines 
fluoreszierenden Cyanin-Farbstoffs (SYBR-Gold®, Fa. MoBiTech, Gdttingen), der an 
einze!- oder doppelstrangige DNS oder RNS bindet, detektiert. 



Im Gegensatz zu den nicht-komplexierten Ribozymen, die bereits nach 5 min 
vollstandig degradiert waren, wurden die mit HMW-PEI oder LMW-PEI komplexierten 
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Ribozyme uber 15 min Inkubationsdauer fast vollstandig vor dem Abbau durch die im 
Serum enthaltenen Nukleasen geschutzt. 

Es wurden nun HMW-PEI und LMW-PEI-Komplexe in den zuvor untersuchten 
5 Stickstoff-Phosphat-Verhaltnissen hergestellt und fur 15 - 120 min in 10 % Serum 
analog zum vorhergehenden Versuch inkubiert. Zur Kontrolle der 
Versuchsergebnisse wurden neben den nicht-komplexierten Ribozymen auch 
Ribozyme in den Komplexen HMW-PEI (1+1) und LMW-PEI (1+2) mit aufgetragen, in 
denen wie aus Vorversuchen bekannt keine vollstandige Komplexierung eintritt und 

10 die folglich keinen Schutz der RNS vor Degradation bieten sollten. Sowohl die nicht- 
komplexierten Ribozyme als auch die RNS-Oligonukleotide, die. in zu niedrigen 
Stickstoff-Phosphat-Verhaltnissen mit PEI komplexiert wurden, waren 
erwartungsgemaft sowohl nach 60 min als auch nach 120 min durch die 
Serumnukleasen vollstandig degradiert. Die anderen beiden Komplexe (HMW-PEI 1 + 

15 13,3 und LMW-PEI 1+66,6), die aufgrund einer vollstandigen Komplexierung des 
Ribozyms durch PEI eine Schutzwirkung gegen den enzymatischen Abbau uber 
einen Zeitraum von 30 min bereits gezeigt hatten, stabilisierten das Ribozym auch 
uber 60 min und 120 min. 

20 Abschlieftend kann somit festgehalten werden, dass HMW-PEI und LMW-PEI in der 
Lage sind, komplexierte RNS-Ribozyme ab Stickstoff-Phosphat-Verhaitnissen von 
1+6,67 (HMW-PEI) und 1+13,3 (LMW-PEI) gegen Degradation durch 
Serumnukleasen uber einen Zeitraum von mindestens 120 min zu schutzen. Diese 
Verlangerung der Halbwertzeit von wenigen Minuten auf mehr als zwei Stunden 

25 macht es moglich, nicht-modifizierte RNS-Ribozyme sowohl fur in-vitro als auch in- 
vivo Transfektionsexperimente zu verwenden. 
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Beispiel 2: 

Schutz von nicht-modifizierten, in-vitro transkribierten RNS-Moiekiilen (300 - 
800 Nukleotide) vor enzymatischem Abbau durch Komplexierung mit PEL 

5 

Wie in Beispiel 1 gezeigt, konnten kurzere RNS-Molekule, die in ihrer Lange 
Hammerhead-Ribozymen oder tRNS-Molekulen entsprechen, durch PEI- 
Komplexierung stabilisiert werden. In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob 
auch iangere RNS-Molekule (bis zu 1000 Nukleotide), die mRNS-Molekulen 

10 entsprechen, in gleicher Weise geschutzt werden. Da so lange RNS-Molekule 
chemisch nicht synthetisiert werden konnen, wurde hier die Methode der in-vitro 
Transkription benutzt (in-vitro Trankriptionskit der Firma Promega). Hierbei wird ein 
DNS-Template (Piasmid-DNS) mittels RNS-Polymerase in vitro in RNS 
umgeschrieben. Diese RNS ahnelt in ihrer Lange und Struktur zellularer mRNS, 

15 obwohl wichtige stabilisierende Elemente, wie die 5'-Cap Struktur und der 3'-poly-A- 
Ta/7 fehlen. Somit ist in vitro trankribierte RNS empfindlicher gegen den Abbau durch 
Ribonukleasen als naturliche zellulare mRNS. Zur besseren Darstellung und 
Quantifizierung wurde die RNS durch den Einbau 32 P-markierter Nukleotide 
radioaktiv markiert. Fur die Versuche wurden zwei verschiedene RNS-Molekule 

20 hergestellt, die 300 bzw. 800 Nukleotide lang waren. 

Die radioaktiv markierten RNS-Molekule wurden, komplexiert mit LMW-PEI vs. nicht- 
komplexiert, entweder mit rekombinanter RNase A (Endkonzentration 20 ng/ml) oder 
fotalem Kalberserum (1% - 40 % Endkonzentration) fur verschiedene Zeitintervalle (0 

25 - 120 Minuten) inkubiert. Nach der Inkubation wurde die RNS auf einem 

denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, und die 
RNS wurde anschlieflend mittels der Northern-blotting Technik auf eine RNS- 
bindende Nylonmembran transferiert. Zur qualitativen Auswertung wurden auf der 
getrockneten Membran Rontgenfilme fur 2 - 8 d, zum Teil unter Verwendung eines 

30 Verstarkungssystems (BioMax), exponiert. Zur Quantifizierung wurden die 

radioaktiven Signale auf den Nylonmembranen uber einen Phosphoimager der Firma 
Molecular Dynamics erfasst und mittels einer Analysesoftware derselben Firma 
ausgewertet. 
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Die Ergebnisse sind in Fig. 1 zusammengefafct. Wahrend nach der Inkubation mit 
RNase A (Endkonzentration 20 ng/ml) die nicht-komplexierte RNS erwartungsgemaft 
bereits nach 15 Minuten fast komplett abgebaut ist, sind von der PEI-komplexierten 
RNS auch nach 2 Stunden Inkubation noch mehr als 60 % der Molekule intakt. Eine 
5 sehr ahnliche Kinetik ergibt sich auch nach der Inkubation mit fotalem Kalberserum 
(Fig. 2). Hier ist die nicht-komplexierte RNS nach ca. 30 Minuten nach der Inkubation 
mit 1 % fotalem Kalberserum komplett abgebaut, wShrend die PEI-komplexierte RNS 
auch nach 120 Minuten noch vollstandig intakt ist. Auch bei Erhohung der 
Konzentration auf 40 % fotales Kalberserum ist die PEI-komplexierte RNS 
10 gegenuber der nicht-komplexierten RNS deutlich stabiler. Die Ergebnisse waren 
identisch fur die verschieden langen RNS-Molekule. Die Daten der Graphiken 
wurden aus zwei unabhangigen Experimenten gemittelt. 

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in vitro transkribierte RNS-Molekule 
15 (300-800 Nukleotide lang) unkomplexiert erwartungsgemafc innerhalb sehr kurzer 
Zeit von Ribonukleasen abgebaut wurden. Durch Komplexierung mit 
niedermolekularem PEI (LMW-PEI) konnte die Halbwertzeit der RNS in fotalem 
Kalberserum (bis zu 40 % Endkonzentration) auf uber zwei Stunden verlangert 
werden. 

20 

Beispiel 3: 

Chemisch-synthetisierte, nicht-modifizierte RNS-Ribozyme werden durch 
25 Komplexierung mit LMW-PEI In Tumorzellen eingeschleust und spalten ihre 
Ziel-RNS mit hoher Effizienz. 

Nachdem die ersten beiden Beispiele die Stabilisierung von verschiedenen RNS- 
Molekulen durch LMW-PEI demonstrierten, wurde untersucht, ob mit LMW-PEI 
30 komplexierte RNS in die Zellen gelangt und intrazellular in ihrer biochemischen 
Funktion unbeeintrachtigt ist. 



Zu diesem Zweck wurden die unter Beispiel 1 beschriebenen chemisch 
synthetisierten Hammerhead-Ribozyme verwendet. Diese Ribozyme sind gegen die 
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humane mRNS eines Fibroblasten-Wachstumsfaktor-bindenden Proteins (FGF-BP) 
gerichtet (Czubayko et al. f Nature Med. 3 (10), 1137-1140 (1997)). Das FGF-BP 
Protein wird in vielen menschlichen Tumoren und davon abgeleiteten Tumorzellinien 
exphmiert. Die Funktionalitat der Ribozyme konnte in fruheren Experimenten 
5 dadurch nachgewiesen werden, dass nach stabiler Transfektion der eukaryontischen 
Ribozymexpressionsvektoren in Tumorzellen (ME-180 Cervixkarzinomzellinie, 
LS174T Kolonkarzinomzellinie) das Zielgen auf mRNS- und auf Proteinebene 
deutlich reduziert wurde (Czubayko et al., Nature Med. 3 (10), 1 137-1140 (1997)). 

10 Wahrend diese Gentransfermethode vollkommen ungeeignet ist, um z.B. solide 
Tumoren Oder Metastasen in vivo zu erreichen und zu therapieren, kbnnten hier 
LMW-PEi-Ribozym-Komplexe eine hervorragende Alternative bieten. Aus Vordaten 
anderer Gruppen ist bekannt, dass LMW-PEi sehr effizient mit geringer Toxizitat die 
zellulare Aufnahme von Desoxyribonukieinsauren vermittelt. 

15 

Fur die hier beschriebenen Experimente wurden die gegen FGF-BP gerichteten 
chemisch synthetisierten Ribozyme (1,0 und 0,1 ug; ca. 10 bzw. 1 nmol 
Endkonzentration) verwendet und mittels LMW-PEI in ME-180 Tumorzellen 
eingebracht. Die zwei unterschiedlichen Ribozymmengen wurden daruber hinaus in 

20 zwei verschiedenen Verhaltnissen mit LMW-PEI komplexiert (P/N-Verhaltnisse von 
1:13 und 1:53). Diese Ribozym-PEI-Komplexe wurden fur 4 Stunden in 10 ml 
serumfreiem IMDM-Medium (Firma PAA) auf ca. 1x10 6 ME-180 Zellen, die als 
Monolayer auf 10 cm Zellkulturschalen wuchsen, gegeben. Als Kontrolle fur 
unspezifische Effekte wurden ME-180 Zellen mit der gieichen Menge LMW-PEI ohne 

25 komplexiertes Ribozym behandelt. Danach wurde das Transfektionsmedium aspiriert 
und die Zellen wurden wieder auf normales Wachstumsmedium (IMDM plus 10 % 
FCS) gesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Transfektion (6 - 36 
Stunden) wurden die Zellen lysiert und die gesamte zellulare RNS nach 
Standardprotokoll (Trizol-Reagenz, Firma Sigma) isoliert. Die so gewonnene RNS 

30 wurde mittels Northern-blot analysiert, wobei als Sonde eine mittels 32 P radioaktiv 
markierte FGF-BP cDNA eingesetzt wurde. Die Detektion von FGF-BP mRNS wurde 
mit Hilfe von Autoradiogrammen und Phosphorimager dargestellt und quantifiziert. 
Wie aus den Fig. 3 - 5 hervorgeht, fuhrte die Transfektion mit LMW-PEI-Ribozymen 
zu einer sehr starken Ribozym-spezifischen Abnahme der FGF-BP Genexpression. 
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Die maximale Reduktion betrug ca. 70 % verglichen mit den Kontrollzellen. Beide 
Ribozym-PEI-Verhaltnisse von 1:13 und 1:53 zeigten ahnliche Effektivitat. 
Interessanterweise war die niedrigere Ribozym-Dosis von 0,1 jig in beiden PEl- 
Verhaltnissen etwas wirksamer, so dass man davon ausgehen kann, dass auch noch 
5 niedrigere Dosen bereits sehr effizient sein konnen. 

Diese ausgepragte Inhibition der FGF-BP Genexpression urn maximal 70 % nach 24 
Stunden ist noch bemerkenswerter, wenn man sie im Kontext von 
Vergleichsuntersuchungen sieht. Wir haben in transienten Transfektionsstudien mit 

10 verschiedenen Gentransfervektoren (z.B. Plasmid-DNS, adenovirale Vektoren, 
verschiedene Lipidvesikel) weder mit Ribozymen noch mit DNS-Oligonukieotiden 
Hemmungen von mehr als 25 % beobachten konnen. Insbesondere haben wir mit 
chemisch stabilisierten RNS/DNS-Ribozym-Hybridmolekulen (werden als 
Goldstandard gesehen), die uns von der fuhrenden Firma auf diesem Gebiet 

15 (Ribozyme Pharmaceuticals, Boulder, Colorado, USA) zur Verfugung gestellt 
wurden, keine Abnahme der Ziel-RNS nachweisen konnen (unpublizierte Daten). 

Es lasst sich also festhalten, dass diese Kombination aus LMW-PEI und nicht- 
modifizierten RNS-Ribozymen ein neues und aufterordentlich effektives Agens zur 
20 selektiven Reduktion der Expression von Genen nach Wahl ist. 

Beispiel 4: 

25 Chemisch-synthetisierte, nicht-modifizierte, mit LMW-PEI komplexierte RNS- 
Ribozyme fuhren nach intraperitonealer Applikation in athymischen 
Nacktmausen zur spezifischen Hemmung des Wachstums von menschlichen 
Melanomxenotransplantaten 

30 Nachdem in den ersten drei Beispielen die Stabilisierung von verschiedenen RNS- 
Molekulen durch LMW-PEI sowie die biologische Aktivitat von mit LMW-PEI 
komplexierten Ribozymen in menschlichen Tumorzellen in Zellkulturexperimenten 
gezeigt wurde, wurde untersucht, ob die systemische Applikation von mit LMW-PEI 
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komplexierten Ribozymen in athymischen Nacktmausen das Wachstum 
menschlicher Tumorzellxenotransplantaten hemmen kann. 

Zu diesem Zweck wurden chernisch synthetisierte Hammerhead-Ribozyme, die 
5 gegen die humane mRNS eines Heparin-bindenden-Wachstumsfaktors (Pleiotrophin 
= PTN) gerichtet sind, verwendet (Czubayko et al., PNAS 93, 14753-14758 (1996)). 
Das PTN Protein wird in vielen menschlichen Tumoren und davon abgeleiteten 
Tumorzellinien exprimiert. Die Funktionalitat der Ribozyme gegen PTN konnte in 
fruheren Experimenten dadurch nachgewiesen werden, dass nach stabiler 

10 Transfektion der eukaryontischen Ribozymexpressionsvektoren in Tumorzellen 
(1205 Melanomzellinie) das Zieigen auf mRNS- und auf Proteinebene deutlich 
reduziert wurde (Czubayko et al., PNAS 93, 14753-14758 (1996)). Weiterhin war das 
Wachstum von 1205 Tumorzeiixenotransplantaten in athymischen Nacktmausen in 
den Ribozym-transfizierten Zellinien deutlich reduziert. Eine Reduktion der PTN- 

15 Proteinmenge urn 25 % fuhrte bereits zu einer Hemmung des Tumorwachstums in 
Nacktmausen urn ca. 33 %. Diese Vordaten machen dieses Tumormodell besonders 
geeignet ZU m Nachweis der Effizienz neuer Gentargetingmethoden in vivo, da aus 
der Hemmung des Tumorwachstums direkt auf das Ausmafl der Ribozym- 
vermittelten Reduktion der PTN-Expression geschlossen werden kann. 

20 

Wahrend stabile und transiente Plasmid-DNS Gentransfermethoden vollkommen 
ungeeignet sind, urn z.B. solide Tumoren oder Metastasen in vivo zu erreichen und 
zu therapieren, konnten hier LMW-PEI-Ribozym-Komplexe eine hervorragende 
Alternative bieten. 

25 

In Vorversuchen in der Zellkultur wurde zuerst festgestellt, dass ein Ribozym / LMW- 
PEI Verhaltnis von 1:66,66 in 1205 Zellen optimale Transfektionergebnisse ergibt. 
Fur den Tierversuch wurde eine Dosis von 8 jjg Ribozym pro Injektion pro Maus 
festgelegt. Dies ergibt bei einem Gesamtgewicht von 20 g pro Maus eine Ribozym- 
30 Dosis von 0,4 mg/kg Korpergewicht. Diese Dosis sollte alle zwei Tage uber drei 
Wochen den Versuchstieren intraperitoneal (i.p.) appliziert werden. Die Ribozym / 
LMW-PEI Komplexe wurden entsprechend Beispiel 1 jeweils am Morgen vor der 
Injektion frisch hergestellt. 
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Fur den Tierversuch wurden in insgesamt 15 Versuchstieren jeweils zwei 1205 
Tumorzellxenotransplantate in den Flanken der Tiere durch subkutane Injektion von 
1x10 6 Tumorzellen induziert. Nachdem die Tumore nach drei Tagen zu einer 
sichtbaren und tastbaren Grosse von ca. 2x2 mm herangewachsen waren, wurden 
5 die Tiere zufaliig in eine Behandlungsgruppe und eine Kontrollgruppe eingeteilt. In 
der Behandlungsgruppe wurden 8 Tieren Ribozym/LMW-PEI Komplexe (N/P 
Verhaltnis = 1:66,66; 8 pg Ribozym / Injektion) im Abstand von 2 Tagen i.p. injiziert. 
In der Kontrollgruppe wurden 7 Tieren die gleiche Menge LMW-PEI (72 pg pro 
Injektion) ohne Ribozym im gleichen Abstand i.p. injiziert. Nach insgesamt 7 

10 Injektionen wurden drei Tage nach der letzten Injektion die Tiere getdtet, die 
subkutanen Tumoren entnommen und das Tumorvolumen bestimmt. In der 
Kontrollgruppe (7 Tiere = 14 Tumore) ergab sich eine mittlere Tumorgrosse von 2061 
± 481 mm 3 (Mittelwert und Standardabweichung), wahrend in der 
Behandlungsgruppe (8 Tiere = 16 Tumore) eine mittlere Tumorgrosse von 1066 ± 

15 195 mm 3 (Mittelwert und Standardabweichung) vorlag. Diese spezifische Ribozym- 
vermittelte Hemmung des 1205 Tumorxenotransplantat-Wachstums um 48 % war im 
ungepaarten t-Test signifikant (p< 0,05). 

Diese ausgepragte Hemmung des 1205-Tumorwachstums um ca. 50 % nach 20 
20 Tagen ist noch bemerkenswerter, wenn man sie im Kontext von 

Vergleichsuntersuchungen sieht. Wir haben in ahnlichen Tierversuchen mit chemisch 
stabilisierten RNS/DNS-Ribozym-Hybridmolekulen (werden als Goldstandard 
gesehen), die uns von der fuhrenden Firma auf diesem Gebiet (Ribozyme 
Pharmaceuticals, Boulder, Colorado, USA) zur Verfugung gestellt wurden, lediglich 
25 eine Abnahme des 1205-Tumorwachstums um ca. 20 % nachweisen konnen 
(unpublizierte Daten). 

Es lasst sich also festhalten, dass diese Kombination aus LMW-PEI und nicht- 
modifizierten RNS-Ribozymen ein neues und aufterordentlich effektives Agens zur 
30 selektiven Reduktion der Expression von Genen in vivo in Tierversuchen ist. 
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Erlauterung der Abbildungen: 

Fig. 1 FGF-BP RNA (800 Nucleotide) - Degradation in 20 ng/ml RNaseA (plus / 
minus LMW-Polyethylenimin (PEI) - Komplexierung): 
5 Wahrend bei der Inkubation mit RNase A (Endkonzentration 20 ng/ml) die nicht- 

komplexierte RNS erwartungsgemaft bereits nach 15 Minuten fast komplett abgebaut 
ist, sind von der PEI-komplexierten RNS auch nach 2 Stunden Inkubation noch mehr 
als 60 % der Molekule intakt. 

10 Fig. 2 FGF-BP RNA (800 Nucleotide) - Degradation in 1 % FCS ( plus / minus LMW- 
Polyethylenimin (PEI) - Komplexierung): 

Eine sehr ahnliche Kinetik wie in Fig. 1 ergibt sich auch nach der Inkubation mit 
fotalem Kalberserum (Fig. 2). Hier ist die nicht-komplexierte RNS nach ca. 30 
Minuten nach der Inkubation mit 1 % fotalem Kalberserum komplett abgebaut, 
15 wahrend die PEI-kompIexierte RNS auch nach 120 Minuten noch vollstandig intakt 
ist. Auch bei Erhohung der Konzentration auf 40 % fdtales Kalberserum ist die PEI- 
komplexierte RNS gegenuber der nicht-komplexierten RNS deutlich stabiler. Die 
Ergebnisse waren identisch fur die verschieden langen RNS-Molekule. Die Daten der 
Graphiken wurden aus zwei unabhangigen Experimenten gemittelt. 

20 

Fig. 3 FGF-BP Ribozyme komplexiert mit niedermolekularem PEI inhibieren FGF-BP 
mRNA Expression in ME-180 Plattenepithelkarzinomzellen nach transient'er 
Transfektion. 

25 Fig. 4 FGF-BP Ribozyme komplexiert mit niedermolekularem PEI (N/P-Verhaltnis 
1:13) inhibieren FGF-BP mRNA Expression in ME-180 Plattenepithelkarzinomzellen 
nach transienter Transfektion. 

Fig. 5 FGF-BP Ribozyme komplexiert mit niedermolekularem PEI (N/P-Verhaltnis 
30 1:53) inhibieren FGF-BP mRNA Expression in ME- 180 Plattenepithelkarzinomzellen 
nach transienter Transfektion. 



Wie aus den Fig. 3 - 5 hervorgeht, fuhrte die Transfektion mit LMW-PEI-Ribozymen 
zu einer sehr starken Ribozym-spezifischen Abnahme der FGF-BP Genexpression. 
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Die maximale Reduktion betrug ca. 70 % verglichen mit den Kontrollzellen. Beide 
Ribozym-PEI-Verhaltnisse von 1:13 und 1:53 zeigten ahnliche Effektivitat. 
Interessanterweise war die niedrigere Ribozym-Dosis von 0,1 ng in beiden PEI- 
Verhaltnissen etwas wirksamer, so daft man davon ausgehen kann, dass auch noch 
5 niedrigere Dosen bereits sehr effizient sein konnen. 

Fig. 6 Pleiotrophin (PTN) Ribozyme komplexiert mit niedermolekularem PEI (N/P- 
Verhaltnis 1 :66,66) inhibieren das Wachstum von humanen Melanom- 
Tumorzelltransplantaten (1205 Zellen) in athymischen Nacktmausen nach 
1 0 systemischer Applikation. 

1205 Tumorzellen (1x10 6 Zellen/lnjektion) wurden in die Fianken von athymischen 
Nacktmausen subkutan injiziert, und entweder mit PTN-Ribozymen komplexiert mit 
LMW-PEl (8pg Ribozym / Injektion) intraperitoneal (i.p.) im Abstand von zwei Tagen 
15 injiziert (Behandlungsgruppe = 8 Tiere), oder nur mit LMW-PEl im gleichen Abstand 
behandelt (Kontrollgruppe = 7 Tiere). Nach 20 Tagen zeigte sich eine spezifische 
Ribozym-vermittelte Hemmung des Tumorwachstums urn ca. 50 %. 



•0 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zum Schutz von RNS gegen enzymatischen Oder nicht- 
enzymatischen, intra- Oder extrazellularen Abbau, dadurch gekennzeichnet, 
dass die RNS-Molekule in einem Komplex mit Polyethylenimin (PEI), welches 
gegebenenfalls mit daran gekoppelten hydrophilen Polymeren modifiziert ist. 

2. Verfahren gemaft Anspruch 1 , bei weichem die RNS-Molekule vor dem intra- 
oder extrazellularen Abbau durch Nukleasen geschutzt werden. 

3. Verfahren zur Einschleusung von RNS in Zellen, vorzugsweise in 
eukaryontische Zellen, dadurch gekennzeichnet, dass ein Komplex der RNS 
mit PEI, welches gegebenenfalls mit daran gekoppelten hydrophilen Polymeren 
modifiziert ist, verwendet wird. 

4. Verfahren gemafc einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die RNS in aktiver Form intrazellular aus dem Komplex freigesetzt werden und 
biologische Funktionen ausuben konnen. 

5. Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 bis 4, bei weichem die RNS eine 
messenger-RNS (mRNS), eine hbosomale RNS (rRNS), eine transfer-RNS 
(tRNS), eine Kern-RNS (nukleare RNS), ein RNS-Ribozym, ein RNS-Aptamer, 
eine in vitro transkhbierte RNS Oder eine chemisch synthetisierte RNS ist, 
wobei alle genannten RNS-Molekule chemisch modifiziert sein konnen. 

6. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 5, in weichem die RNS ganz oder 
zum Teil fur ein therapeutisch wirksames Peptid oder Protein oder fur ein 
zellulares Selbstmordgen kodiert, 

7. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
die RNS 10 bis 10.000 Nukleotide, vorzugsweise 15 bis 1.500 Nukleotide, 
insbesondere 20 bis 1.000 Nukleotide aufweist. 
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8. Verfahren gemafc einem der Anspruche 1 bis 5 und 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei der RNS um ein Ribozym, vorzugsweise 
Hammerhead-Ribozym handelt. 

9. Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
das PEI nicht mit daran gekoppelten hydrophilen Polymeren modifiziert ist . 

10. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
das PEI mit einem oder mehreren daran gekoppelten hydrophilen Polymeren 
modifiziert ist. 

11. Verfahren gemafl einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
das hydrophiles Polymer mit einem oder mehreren daran gekoppelten PEI 
modifiziert ist. 

12. Verfahren gemafl einem der Anspruche 1 bis 8, 10 und 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass das hydrophile Polymer Polyethylenglykol (PEG) ist. 

13. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass das PEI ein Molekulargewicht von 700 bis 1.000.000 Da, vorzugsweise 
1.400 bis 25.000 Da, insbesondere 1.600 bis 15.000 Da aufweist. 

14. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 13, bei welchem das moiare 
Verhaltnis der Stickstoffatome im PEI zu den Phosphoratomen in der RNS 
(N/P-Wert) 1 bis 100, vorzugsweise 2 bis 40, insbesondere 3 bis 10 betragt. 

15. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 14, bei welchem das PEI durch 
einen zellularen Liganden modifiziert ist. 

16. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass die RNS-Konzentration 0,01 - 1000 pg/ml, vorzugsweise 1-100 pg/ml, 
besonders bevorzugt 10-40 pg/ml betragt. 
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17. Komplex aus einer einem Ribozym , vorzugsweise Hammerhead-Ribozym, und 
Polyethylenimin (PEI), welches gegebenenfalls mit daran gekoppelten 
hydrophilen Polymeren modifiziert ist. 

18. Komplex gemaft Anspruch 17, in welchem das PEI nicht mit daran gekoppelten 
hydrophilen Poiymeren modifiziert ist. 

19. Komplex gemaft Anspruch 17, in welchem das PEI mit einem oder mehreren 
daran gekoppelten hydrophilen Polymeren modifiziert ist. 

20. Komplex gemafi Anspruch 17, in welchem das hydrophile Polymer mit einem 
oder mehreren daran gekoppelten PEI modifiziert ist. 

21 . Komplex gemaft einem der Anspruche 17,19 und 20, in welchem das 
hydrophile Polymer Polyethylenglykol (PEG) ist. 

22. Komplex gemaft einem der Anspruche 17 bis 21 , in welchem das PEI ein 
Moiekulargewicht von 700 bis 1.000.000 Da, vorzugsweise 1.400 bis 25.000 
Da, insbesondere 1.600 bis 15.000 Da aufweist. 

23. Komplex gemafl einem der Anspruche 17 bis 22, in welchem das molare 
Verhaltnis der Stickstoffatome im PEI zu den Phosphoratomen im Ribozym 
(N/P-Wert) 1 bis 100, vorzugsweise 2 bis 40, insbesondere 3 bis 10 betragt. 

24. Komplex gemaft einem der Anspruche 17 bis 23, in welchem das PEI durch 
einen zellularen Liganden modifiziert ist. 

25. Verfahren zur Herstellung eines Komplexes gemafi einem der Anspruche 17 bis 
24 , dadurch gekennzeichnet, dass die RNS mit dem gegebenenfalls durch 
einen zellularen Liganden Oder gegebenenfalls durch ein weiteres Polymer 
modifizierten PEI durch Mischen der verdunnten Losungen komplexiert wird. 
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26. Verfahren gemafi Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Ribozym- 
Konzentration 0,01 - 1000 jjg/ml, vorzugsweise 1-100 pg/ml, besonders 
bevorzugt 10-40 pg/ml betragt. 



27. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend eine wirksame Menge 

mindestens eines Komplexes gemafi einem der Anspruche 17 bis 24 und einen 
Oder mehrere physiologisch unbedenkliche Trager. 



28. Zusammensetzung gemafi Anspruch 27, in welcher das Ribozym in jeder fur 
Zelien Oder fur den jeweiligen Organismus subtoxischen Oder zumindest bei 
mehrstundiger Behandlung noch nicht dauerhaft zellschadigender 
Konzentration vorliegt. 

29. Verwendung einer Zusammensetzung gemafi Anspruch 27 oder 28 fur die 
Gentherapie. 

30. Verwendung einer Komplexes gemafi einem der Anspruche 17 bis 24 zum 
Schutz von Ribozymen gegen enzymatischen oder nicht-enzymatischen Abbau 
bei der-Lagerung oder beim Transport der Ribozyme modifiziert oder nicht 
modifiziert, in wassrigen Losungen, oder bei der Verwendung von Ribozymen, 
modifiziert oder nicht modifiziert, in Laborexperimenten. 
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AnmekJedatum verdrtentltcht worden tst 

•L" Veroffentlichung, die geekjnel 1st. einen Priorttatsanspruch zweifeihaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das VerOffentiichungsdatum einer 
anderen im Recti erchenbertcht genannten Ver6ffentfichung belegl werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrl) 

•O* Veroffentlichung. die si ch auf eine mOndHche Oftenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht 
'P* Veroffentlichung, die vor dem tntematlonalen Anmeidedalum. aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden tst 



•T Spatere Veroffentlichung. die nach dem intemationalen Anmeidedalum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolWiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeBegenden 
Theorie angegeben tst 

•X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aftein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ate neu oder auf 
erfinderlscher Tatkjkeit beruhend betrachtet werden 

'V Verdffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertinderischer Tatkjkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffenttichung mtt einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebrachl wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheltegend ist 
Verdffenttichung. die Mftgfled derselben PatentfamiBe ist 
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